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RESUMO

Proteomas de vários organismos patogênicos têm sido depositados em bases de dados públicas. Estes organismos apresentam diferentes especificidades relacionadas com a patogênese. Abordagens convencionais de genômica comparativa concentram a análise em genes exclusivos de um organismo patogênico, ausentes em cepas, espécies ou gêneros filogeneticamente relacionados. Todavia, a expansão gênica que ocorre pelo mecanismo de duplicações dos genes, originando genes denominados parálogos do gene ancestral no mesmo organismo, invariavelmente gera cópias que são divergentes deste ancestral. Este processo é acompanhado de perdas gênicas. Assim, o processo culmina com a ocorrência exclusiva de certos parálogos no organismo que é patogênico. Esta análise somente pode ser feita em larga escala, envolvendo todo o proteoma de cepas, espécies e gêneros de interesse, através de análises bioinformáticas que sejam capazes de apontar os genes candidatos. A implementação desta abordagem envolverá, entretanto, desenvolvimento de metodologia: criação de base de dados de proteomas e de agrupamentos de parálogos; enriquecimento destas bases; criação de base de dados de informação filogenética; automatização de pacotes de software para criação de árvores e criação de algoritmos de analise automática de árvores para identificação de parálogos exclusivos do organismo patogênico. Este projeto visa utilizar as bactérias patogências H. pylori e Corynebacterium spp como modelo e implementar e estender a análise para as demais bactérias patogênicas.
CARACTERIZAÇÃO E JUSTIFICATIVA

Atualmente 1059 projetos genoma de bactéria estão disponíveis, sendo que 422 estão completos e, dentre estes, 249 podem ser considerados patogênicos [1]. Uma maneira de se abordar os mecanismos de patogenicidade é analisar o proteoma do organismo patogênico e compará-lo com cepas, espécies ou gêneros relacionados, buscando evidenciar genes exclusivos do organismo patogênico, pois estes podem estar implicados com fenótipos relevantes.
Abordagens convencionais de genômica comparativa concentram a análise em genes exclusivos de um organismo patogênico, ausentes em cepas, espécies ou gêneros filogeneticamente relacionados. Todavia, a expansão gênica que ocorre pelo mecanismo de duplicações dos genes, originando genes denominados parálogos do gene ancestral no mesmo organismo, invariavelmente gera cópias que são divergentes deste ancestral. Este processo é acompanhado de perdas gênicas. Assim, o processo culmina com a ocorrência exclusiva de certos parálogos no organismo que é patogênico.

A mais conhecida base de dados de agrupamentos de genes parálogos é a base COG (Clusters of Orthologous Groups) [2], a qual relaciona os genes parálogos dos microrganismos e os agrupa com os de outros organismos, os quais são denominados genes ortólogos. Esta base de dados tem se mostrado muito útil no estudo comparativo de proteomas de microrganismos [3]. Embora muito útil esta base de dados não acompanhou através de atualizações o crescente depósito de seqüências protéicas. Todavia, membros da base de dados COG podem ser utilizados como semente para aumento da referida base, incluindo agrupamentos de proteínas a elas relacionadas presentes na base de dados Uniprot [4]. Nós já desenvolvemos uma metodologia capaz de aumentar eficientemente a base de dados COG com membros de agrupamentos Uniprot denominados UniRef50 (não mostrado).
Recentemente foi proposta uma maneira de agrupar genes parálogos e genes ortólogos através de abordagem filogenética, pelo programa PHOG-BLAST [5]. Este programa inicialmente determina, para cada nó de uma árvore evolutiva, os pares de ortólogos, que representariam o mesmo gene nos organismos daquele nó, e posteriormente identifica os genes parálogos em cada espécie. Portanto, é possível utilizá-lo como complemento na base de dados COG. Com essas informações organizadas em uma base de dados local é possível iniciar a busca de genes exclusivamente presentes nos organismos patogênicos de interesse e ausentes em cepas, espécies e gêneros próximos.
Análises de genômica comparativa exigem que se conheça, além dos genes ortólogos e parálogos que se quer estudar, a relação de parentesco filogenético entre as espécies em questão. Além disso, quando o objetivo é automatizar a análise acoplando programas de análise bioinformática, faz-se necessária uma base de dados taxonômica local e, se possível, a modificação desta base para incluir relações filogenéticas. Uma interessante base de dados taxonômica é disponibilizada pelo NCBI Taxonomy [6]. Nós já criamos um programa local em Java que é capaz de manipular as informações desta base e, mais importante, permite que curadores inspecionem as divisões taxonômicas - um gênero, por exemplo - e modifiquem a árvore para que inclua a separação filogenética das várias espécies que constituem aquele gênero (não mostrado). A curadoria está em progresso pelo grupo do laboratório de Biodados, UFMG, e está disponível para o nosso acesso. A curadoria envolve dados da base de dados TreeBASE [7] e outras informações da literatura.
Com agrupamentos de genes parálogos e ortólogos em base local e contando com informação filogenética é possível através de alinhamentos múltiplos (gerados pelo programa ClustallW ou por um novo alinhador múltiplo que estamos desenvolvendo a partir dos algoritmos SWAT e Needelman) fazer a reconstrução filogenética de cada grupo de genes utilizando abordagens convencionais com o pacote PHYLIP – ProtDist, Neighbor Joining, Bootstrap. Já desenvolvemos em trabalho anterior a automatização desses módulos, exemplificado pela funcionalidade de geração de árvores de similaridade incluída na ferramenta PCT (Protein Classification Tool [8]).  Um exemplo de tal resultado está mostrado na figura 1 abaixo, utilizando a ferramenta que desenvolvemos.
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Figura 1: Alinhamento de uma seqüência de interesse (QUERY) com os primeiros 10 hits na base de dados COG, indicando sua proximidade com as seqüências cog1 e cog2. Obtido utilizando a ferramenta PCT [8].
A árvore de distâncias traz também como saída a matriz de distância entre todos os genes componentes da análise. Através de um algoritmo de comparação de distâncias já realizamos uma implementação preliminar que permite identificar genes que são distantes de seus parálogos e de genes ortólogos em cepas, espécies ou gêneros próximos, ou seja, cópias exclusivas do microrganismo patogênico de interesse.

A implementação automatizada dos processos mencionados acima requer um estudo de caso. Para tanto escolhemos as bactérias H. pylori e Corynebacterium spp para os primeiros estudos, todavia o procedimento aprovado com estes dois modelos nos permitirá criar uma base de dados de genes exclusivos de micorganismos patogênicos, que pode se constituir em uma importante fonte de conhecimento para estudos mais específicos. A H. pylori tem sido utilizada por nós como modelo nas implementações preliminares que já realizamos, enquanto que a inclusão de Corynebacterium deve-se ao fato do atual projeto da Rede Genoma de Minas Gerias ser dedicado ao estudo da Corynebacterium pseudotuberculosis.
OBJETIVO

Integrar o processo de criação de agrupamentos, a análise filogenética, a formulação de árvores gênicas e a identificação de cópias exclusivas de organismos patogênicos utilizando H. pylori e Corynebacterium spp. Como modelo e criar uma base de dados de genes exclusivos de microrganismos patogênicos.

METAS

I. Criar uma base de dados COG local aumentada com agrupamentos UniRef50

II. Atribuir relações filogenéticas à classificação taxonômica disponibilizada pela base de dados Taxonomy NCBI

III. Revalidar agrupamentos da base de dados COG-UniRef50 utilizando o software PHOG-BLAST

IV. Para cada agrupamento gerar alinhamentos múltiplos, calcular distâncias com o programa PHYLIP- ProtDist, gerar árvores com o programa PHYLIP-NEIGHBOR, e avaliar as árvores resultantes com BOOTSTRAP

V. Implementar algoritmo de identificação de cópias exclusivas de organismos patogênicos, utilizando as árvores gências e a base de dados filogenéticos local.

VI. Estudar em detalhe genes exclusivos de H. pylori e Corynebacterium pseudotuberculosis
VII. Criar uma base de dados Web de genes exclusivos de microrganismos patogênicos.
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